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Vertaling: Hanna M. Terpstra 
Onze onderzoeksgroep heeft recentelijk metabole oscillaties in de tijdspanne van één 
tot enkele uren ontdekt in individuele cellen van Saccharomyces cerevisiae, een eukaryoot 
modelorganisme. Deze oscillaties zijn waargenomen voor NAD(P)H en ATP en 
vinden plaats in synchronie met, maar toch onafhankelijk van de celcyclus. Het doel 
van dit proefschrift is 1) het vaststellen van de onderliggende oorzaak van deze 
metabole oscillaties in afzonderlijke S. cerevisiae-cellen, alsmede 2) het valideren van 
eerder beschreven methoden en het ontwikkelen van nieuwe technieken om de 
temporele dynamica van het metabolisme van S. cerevisiae te onderzoeken op het 
niveau van individuele cellen.  
In Hoofdstuk 2 hebben wij onderzocht wat de metabole oscillaties veroorzaakt. 
Allereerst hebben we experimenteel aangetoond dat het vermoeden dat metabole 
oscillaties voortkomen uit stofwisseling van opgeslagen koolhydraten of uit respiratie 
onjuist is. Vervolgens stelden we de hypothese op dat de metabole oscillaties 
veroorzaakt worden door temporele scheiding tussen de synthese van de voornaamste 
componenten van biomassa, zoals eiwitten, lipiden en koolhydraten. Hierdoor 
verandert de vraag naar specifieke precursors, wat leidt tot een herordening van de 
fluxen in het centraal koolstof- en energiemetabolisme. Door gebruik te maken van 
microfluïdica en het dynamisch meten van NAD(P)H in individuele cellen, hebben we 
een nieuwe, op verstoringen gebaseerde methode ontwikkeld om de metabole 
activiteit van deze cellen te meten. Op basis van deze en andere, onafhankelijke 
technieken hebben we ontdekt dat er twee activiteitsgolven van eiwitsynthese zijn per 
celcyclus. Dit weerspreekt het momenteel heersende inzicht. Lipide- en 
polysaccharidesynthese pieken daarentegen eenmaal per celcyclus. De 
biosyntheseactiviteit van deze componenten neemt af ten tijde van de eerste piek in 
eiwitsyntheseactiviteit, en bereikt een maximum tijdens de tweede piek. Bovendien 
hebben we aangetoond dat groei, dat wil zeggen toename in omvang van de cel, niet 
strikt gekoppeld is aan eiwitsyntheseactiviteit gedurende de celcyclus. Groei wordt 
waarschijnlijk beperkt door de dynamica van lipide- en polysaccharidesynthese. 
Wij hebben de relatieve, eenheidsloze biosynthesesnelheden, bepaald via onze op 
verstoring gebaseerde methoden, omgezet in fundamentele, absolute eenheden. 
Hiervoor hebben we gebruik gemaakt van een nieuw wiskundig model dat de 
dynamica van celmassa en haar samenstelling gedurende de celcyclus beschrijft. Door 
de absolute biosynthesesnelheden te introduceren in een uiterst geavanceerd 
thermodynamisch-stoichiometrisch model van het metabolisme van gist, hebben we 
de dynamische fluxverdeling van het centraal koolstof- en energiemetabolisme 
gedurende de celcyclus afgeleid. Om deze fluxverdeling te verifiëren, hebben we 
experimenteel aangetoond dat de opnamesnelheid van glucose verandert gedurende 
de celcyclus en piekt rond het slot van de mitose.  
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In dit hoofdstuk hebben we dus aangetoond dat de biosynthese van verschillende 
biomassacomponenten inderdaad gescheiden is in de tijd, wat zorgt voor dynamische 
veranderingen in het centrale metabolisme. Zo hebben we onze kennis over de 
metabole oscillaties en hun oorsprong verdiept. Bovendien geven wij het eerste 
grootschalige overzicht van fluxveranderingen in het metabolisme gedurende de 
celcyclus, zowel voor de belangrijkste biosyntheseprocessen als de kern van het 
cellulair metabolisme.  
In Hoofdstuk 3 streefden we ernaar om een FRET (Förster Resonance Energy Transfer) -
sensor voor pyruvaat te introduceren en valideren in gist. Deze sensor is meermaals 
met succes toegepast in dierlijke cellen en was daarom een veelbelovend middel om 
de dynamica van pyruvaat te volgen ten opzichte van de metabole oscillaties. Pyruvaat 
is een metaboliet die zich bevindt op het snijpunt van talrijke metabole routes en die 
mogelijk fluxen stuurt. Een sensor voor pyruvaat in gist zou daarom een groot goed 
zijn voor zowel fundamenteel onderzoek naar metabolisme en de celcyclus, als de 
biotechnologie, die veel gebruikmaakt van gist als productieorganisme voor relevante 
moleculen. We hebben een codongeoptimaliseerde versie van de FRET-sensor tot 
expressie gebracht in S. cerevisiae en hebben deze getest in time-lapse 
fluorescentiemicroscopie-experimenten waarbij het metabolisme dynamisch werd 
verstoord. Hoewel we waarnamen dat de sensor een ander signaal geeft na diverse 
wisselingen van koolstofbron, geeft de sensor de verwachte veranderingen na gerichte 
verstoring van het pyruvaatmetabolisme niet waarachtig weer. Een onafhankelijke 
enzymassay doet dit echter wel. Verrassend genoeg geeft de FRET-sensor, die niet 
reageert op pyruvaat, wel een oscillerend signaal gedurende de celcyclus. Dit kan een 
artefact zijn, dat mogelijk ook voorkomt bij andere FRET-sensoren die gebruikt 
worden in de context van het celcyclusonderzoek. 
In Hoofdstuk 4 hebben we ab initio een synthetische sensor op basis van RNA 
ontwikkeld voor fructose-1,6-bisfosfaat (FBP); met deze sensor kunnen we de flux 
door de glycolyse meten. We hebben een grootschalige bibliotheek van fusies van een 
in vitro geselecteerd FBP-bindend aptamer en een hammerhead ribozyme opgebouwd en 
deze RNA-moleculen zijn tot expressie gebracht in gistcellen. Deze gistcellen zijn 
gecultiveerd onder verschillende omstandigheden met uiteenlopende intracellulaire 
FBP-concentraties. De sensoren die reageerden op verschillen in de FBP-concentratie 
zijn vervolgens in vivo getest in een high-throughput screening. In deze screening hebben 
we grote hoeveelheden FACS- (fluorescence-activated cell sorting) en NGS- (next generation 
sequencing) data geanalyseerd en zodoende enkele kandidaat-FBP-sensoren 
geïdentificeerd. Deze zijn vervolgens individueel getest, waarbij we hebben bevestigd 
dat het afgegeven signaal voor bijna alle kandidaten verandert tegelijk met de 
intracellulaire FBP-concentratie. Interessant genoeg werd zowel positieve als negatieve 
correlatie gevonden tussen de FBP-concentratie en het door de sensoren afgegeven 
signaal. Dit wijst erop dat verschillende RNA-moleculen de FBP-concentratie op een 
andere wijze weergeven. Nadat we de FBP-bindingsplaats van twee van de sensoren 
muteerden, correleerde het gemeten signaal niet langer met de FBP-concentratie. 
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Hierdoor kunnen we concluderen dat we twee FBP-sensoren ontwikkeld hebben. 
Door gebruik te maken van fluorescentiemicroscopie in combinatie met microfluïdica, 
hebben we gevonden dat één van de FBP-sensoren ook de glycolytische flux 
rapporteert. Deze sensor laat namelijk onderscheid zien tussen langzaam en niet-
delende cellen. Daarnaast verandert het signaal van de sensor na toevoeging van een 
inhibitor van de glycolyse. 
In Hoofdstuk 5 beschrijven wij welk onderzoek, voortbouwend op de kennis uit dit 
proefschrift, gedaan moet worden. Daarnaast behandelen we toepassingen van in dit 
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was always amazed how fast you grasp diverse ideas and give unexpected feedback. I 
want to be like you in this. 
Елена Николаевна, a.k.a. Prof. Sc.Dr. Elena Temereva, I was impressed by your 
invertebrate zoology lectures in my first semester at university. They gave me this 
excitement by the diversity of Nature which drives me to discover something new – 
for example, in (much less flamboyant) molecular biology. 
Анастасия Владимировна, a.k.a. Dr. Anastasia Proshkina, I enjoyed your 
lectures and seminars on calculus and differential equations. They upgraded my brain, 
now I would like to return the intellectual power that I had when taking your course. 
Thanks for inspiring of how to describe complex material in the simplest way and of 
how to be very pedantic when it comes to maths. 
 
Спасибо всем учителям Икшурминской начальной и средней школы, а 
также Школы космонавтики за то, что внесли большой вклад в мое развитие3. 
                                                             
3 I thank all teachers of Ikshurma primary and middle school as well as of the School for Cosmonautics 
for a great contribution to my development. 
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Екатерина Викторовна Селезова, боже мой, как же здорово, что я учился 
химии у вас! Ваши теоретические уроки и зачеты были прекрасны. Я вообще 
сомневаюсь, что есть ещё такая школа в мире, где можно было бы проводить 
столько разнообразных интересных опытов, включая взрывы газов, удары 
молотком по врывающейся соли, реакции с серебром, вонючие реакции и пр. 
пр. Спасибо за очень большую химическую подготовку и ваш энтузиазм4. 
Юрий Валерьевич Прокофьев, вы так сильно простимулировали моё 
изучение биологии. С вами я узнал много вещей, о которых мне ни в 
Московском, ни в нидерландских университетах не говорили. Спасибо за ваши 
уроки и интересные классные активности5. 
Татьяна Михайловна Жукова, мне очень нравились ваши уроки по 
литературе и наши беседы. Спасибо, что не забываете обо мне и 
поддерживаете.6 
 
Мамочка, Людмила Николаевна Косолапова, спасибо большое за твою 
любовь, поддержку и веру в меня. Спасибо за то, что, когда я рос, ты окружила 
меня абсолютной свободой и дала очень большой заряд креативности, 
нестандартности и бунтарства, который влияет на меня каждый день. Спасибо за 
то, что ты научила любить творчество, всё красивое, людей, природу, – ты самая 
лучшая мама, которую только можно пожелать. Лиза и Андрей, спасибо за то, 
что вы следите за мамой7. 
Я очень благодарен своей бабуле, Антониде Николаевне Георгиевой, за её 
безграничную любовь и заботу обо мне. Интерес к естественным наукам, 
литературе и философствованию я перенял от нее в ходе наших бесчисленных 
бесед в моем прекрасном детстве. Отдельное спасибо бабуле за то, что она 
научила меня думать математически. Благодаря ее урокам по геометрии я 
                                                             
4 Ekaterina Selezova, my God, it is so cool that I learnt chemistry from you! Your theoretical lessons and 
exams were amazing. To be honest, I doubt that there is yet another school in this world where it is 
possible to perform so many different exiting experiments, including gas explosions, hammering an 
explosive salt, reactions with silver, stinking reactions and many others. Thanks for the broad chemical 
education and your enthusiasm  
5 Yuri Prokofiev, you greatly stimulated my studying biology. In your lessons, I learnt many phenomena 
that were taught to me neither at the Moscow State University nor at my Dutch universities. Thanks for 
your lessons and extracurricular activities. 
6 Tatiana Zhukova, I loved your literature lessons and our conversations. Thanks that you don’t forget 
about me and support me. 
7 Mom, Lyudmila Kosolapova, thank you so much for your love, support and believing in me. Thanks 
for that when I was growing up you surrounded me with absolute freedom and gave a big momentum of 
creativity, extraordinariness and rebelliousness that influence me every day. Thanks for teaching me how 
to like art, everything beautiful, people, nature, – you are the best mom that one could wish. Liza and 
Andrei, thanks for taking care of our mom.  
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получаю огромное удовольствие от строгой логики. Моё интеллектуальное и 
эмоциональное развитие во многом определено талантом моей бабули8. 
Папа, Ахмат Габдулхатович Тахавеев, спасибо за твою поддержку и 
стимулирование к достижениям (хоть оно и вызвано твоим татарским 
тщеславием – но именно оно вращает планету вокруг своей оси). Так здорово, 
что я могу обсуждать с тобой политику, историю и религию9. 
Мои прекрасные Гараевы: тёща Марина Александровна, тесть Алмаз 
Анварович и шурин Ильдарчик, – вы интересные и милые люди, я очень рад, 
что вы появились у меня в жизни. Father-in-law Almaz, your crazy example inspires 
me to believe in myself and to start new things. Ильдар, спасибо, что все эти годы, 
пока я живу за границей, ты просветлял меня относительно всего, что касается 
современной русскоязычной молодежной культуры. Если не было бы тебя, то я 
стал бы скучным эмигрантом, который культурно застыл в прошлом, чего я 
очень боюсь10. 
Николай, a.k.a. Dr. Nikolai Kondratev, I immensely grateful to this universe that 
brought us together at university almost ten years ago. Thanks for discussing all my 
problems, stupid worries, events and successes as well as culture, science, politics and 
all other exiting and boring things in this world – it has been every day, and I want it 
to continue like this. I estimated that we had more than 230 Skype/FaceTime video 
calls during our PhDs, which, I believe, is our most important achievement! My love, 
support and desire to see you happy are with you wherever you are. 
Долгор, a.k.a. Dolgor Buyantueva, I feel so happy and special that you are always 
very glad to see us. I greatly enjoy your company, you bring peace to my mind (Baikal 
effect). Thanks a lot for your kindness and friendship!  
Ирочка, a.k.a. Irina Garanina, and Оля, a.k.a. Olga Shadrina, it is pleasant to 
realize that I have such funny, intelligent and sarcastic friends like you, with whom we 
shared so much of our university years; I love you both. 
 
 
                                                             
8 I am immensely grateful to my granny Antonida Georgieva for her limitless love and care. My interest 
in natural sciences, literature and philosophizing originated from numerous conversations that I had with 
granny during my wonderful childhood. I want to thank her especially for teaching me how to think in an 
analytical way. Thanks to granny’s geometry lessons, I get a huge pleasure from formal logic. My 
intellectual and emotional development were largely determined by the talent of granny. 
9 Papa, Akhmat Takhaveev, thanks for your support and stimulating me to achieve more (although this 
stimulating is caused by your Tatar vanity – but vanity, in the end, rotates the Earth around its axis). It is 
amazing that two of us can discuss politics, history and religion. 
10 My beautiful Garaevs: mother-in-law Marina, father-in-law Almaz and brother-in-law Ildar – you are 
very interesting and cute people, I am very glad that you appeared in my life. Almaz, your crazy example 
inspires me to believe in myself and to start new things. Ildar, thanks that in all these years of me living 
abroad you’ve been enlightening me regarding everything related to modern Russian-speaking youth 
culture. Without you, I would have become a boring emigrant who is culturally frozen in the past, which 








Дорогая и любимая моя Алисочка, a.k.a. Alisa “Diamond” Garaeva, I don’t see 
my life without you – you witnessed how everything around me broke apart when you 
left me for conferences or internships. Without you, I would have gone mad, become 
very sad and miserable. I like your sincerity, natural happiness, passion, and the fact 
that you are full of all kinds of emotions and feelings – they make our life exciting and 
rich. You are very beautiful, and it makes every day of my life worth living already in 
the first moments of the morning when I delight in seeing you. Thanks for supporting 
and inspiring me! Your believing in me is priceless. I admire your hard work and 
desire to develop. I think we will make it to become if not Eurovision winners then 
certainly at least presidents and Nobel Prize laureates. Я очень тебя люблю. 
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